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Projekt: Ontwikkeling methoden voor het bepalen van nutri~nten in 
levensmiddelen . 
Onderwerp: Bepaling van choline. 
Doel: 
Dit literatuuronderzoek heeft als doelstelling om een goede en eenvou-
dige methode te ontwikkelen voor de bepaling van choline . 
Samenvatting : 
Naast enkele e igenschappen e n extraktie methoden van choline 'vord t een 
overzicht gegeven van de bepalingsmetheden van choline m. b .v. HPLC . De 
daarbij gebruikte detektiemethoden , een enzymatische post-column r eak-
tie of ion-paar met UV absorberende tegen-ionen , hebben enkele nadelen . 
Daarom wordt onderzocht of choline als gekl e urd complex bepaald kan 
worden m. b .v . HPLC . 
Conclusies : 
Scheiding van choline kan plaatsvinden m. b.v. HPLC. Hiervoor blijkt 
Reversed Phase HPLC , met het gebruik van C18 als s t ationaire fase zeer 
geschikt te zijn . 
Detektie vindt hoofdzakelijk plaats d . m. v . een enzymat i sche reaktie of 
door ltet gebruik van UV absorberende tegen-ionen . Enkele moeilijkheden 
die optreden bij de enzymatische reaktie is het immobiliseren van de 
enzymen en het vet·loop van de enzymaktiviteit . Het gebruik van UV 
absorberende tegen- ionen valt te overwegen , maar deze methode kan veel 
storingen geven die de interpretatie van het chromatagram bemoeilijken . 
Zuivering van het extrakt is hierbij van groot belang . 
De mogelijkheid om choline als gekleurd complex of als derivaat in het 
zichtbare licht te detekteren kan de zojuist genoemde problemen voor-
komen en is daarom enig onderzoek waard . 
Ve rant\voordelijk: ir P . C. H. Hallman <!:f'\ 
Mede,verker/samenste ller: L. Heulenbrugge # 
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Inleiding 
In het kader van het toxicologieprojekt (nr. 404 . 0810) verricht het 
RIKILT onderzoek naar de samenstelling van voedingsmiddelen. Hierin 
wordt o . a . choline bepaald volgens een concept EEG voorschrift uit 
1977 . Deze bepaling is tijdrovend en slecht reproduceerbaar. Een 
andere scheidings- en/of detektiemethode is daarom gewenst. Dit 
literatuuronderzoek geeft een overzicht van de gebruikte HPLC technie-
ken van de afgelopen 4 jaren. 
Eigenschappen van choline 
Choline (Ch) , dat is afgeleid van het Griekse cholê (cholê =gal) 
heeft als officHHe naam: trimethyl, 2 hydroxyethyl ammoniumhydroxide 
(1). De struktuur hiervan is als volgt : 
H3C ~(+) (-) OH 
H3C - - - N - CH2 - CH20H 
H3C / 
Het is een kleurloze , visceuze vloeistof met hygroscopische eigen-
schappen . Choline is in geconcentreerde oplossingen niet bestand tegen 
hoge temperaturen (T > 100°C) . Het ontleedt dan in trimethylamine en 
ethyleenglycol. De oplosbaarheid in water en alcohol is goed, daaren-
tegen in ether slecht. Laatstgenoemde wordt daarom als zuiveringsmid-
del gebruikt . Het ontbreekt choline aan een absorbtie maximum c.q . 
minimum hetgeen de detektie ervan bemoeilijkt . 
Choline wordt meestal gebruikt als zijnde het zout choline-chloride 
(CH-Cl). Hierin is de hydroxidegroep vervangen door chloride via een 
reaktie met zoutzuur. Een kunstmatig synthese procedê behoort tot de 
mogelijkheden voor het verkrijgen van het zout . Dit wit kristallijne 
zout wordt o . a. gebruikt als geneesmiddel of als standaard voor 
cholinebepalingen. 
Choline heeft enkele belangrijke biologische f unkties . Het is namelijk 
een bouwsteen voor acetylcholine (ACh), dat als neurotransmitter een 
rol speelt in het zenuwstelsel (2,3,4). Tevens levert choline CH3-
groepen voor methyleringsreakties (1,2) . Choline heeft ook een funktie 
in de membraanpermeabiliteit van fosfolipiden zoals lecitine en bevor-
dert de oplosbaarheid ervan in water. 
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Dit laatste wordt het vetverplaatsend (lipo-tropic) effekt genoemd. 
Bij Ch-defici~ntie kunnen lever, nier of zenuwafwijkingen ontstaan (5). 
De ontstane vetophoping in de lever ten gevolge van het ontbreken van 
het lipa-tropie effekt kan leiden tot levercirrose. Toedienen van 
choline of cholinechloride kan verbetering brengen. Voor het verkrij-
gen van een zo optimaal mogelijke groei , ,.;rordt bij jonge dieren (o . a, 
kippen of vissen) choline aan de voeding toegevoegd (1,6). 
Extraktie en zuivering 
Bij cholinebepalingen '~ordt, afhankelijk van het monster, op verschil-
lende manieren ge~xtraheerd. Hiervan wordt een overzicht gegeven in de 
tabellen I en II . Extraktie uit lichaamscellen zoals hersenen of 
bloedplasma vindt veelal plaats in een mierezuur:aceton mengsel 
(7,8,9) . Hierbij wordt het monster enige tijd met het genoemde extrak-
tiemiddel geschud . Voor de zuivering "Y10rdt nogmaals ge~xtraheerd, maar 
nu met ether (9). Deze methode van extraktzuivering \.;rordt ook door 
anderen toegepast (6,10,11,12). Als andere extraktievloeistoffen wor-
den nog genoemd: fosfaatbuffers (13,14); een mengsel van chloroform en 
methanol (5,15); of trichloorazijnzuur (10). 
Voor de extraktie uit plantaardige weefsels zijn andere methoden ge-
bruikelijk. Eên manier is een extraktie gedurende 8 uur (een kortere 
tijd levert lagere gehalten) met behulp van (m)ethanol en zoutzuur 
(6,12) . Een eenvoudige methode is een extraktie in acetonitril:miere-
zuur 0,4 M (85:15) (11). Hier vindt de zuivering plaats door middel 
van extraktie met tolueen :ether (1:1) . Hiermee wordt o . a. furfural, 
dat storing kan veroorzaken en vooral in planten aanwezig is, ver~ij­
derd. 
De op het RIKILT toegepaste extraktie is een hydrolyse gedurende 2 uur, 
met behulp van kokende bariuniliydroxide, volgens een uit 1977 daterend 
concept EEG voorschrift (19). Eiwitten die de bepaling kunnen storen 
worden neergeslagen met een overmaat zwavelzuur (2 M). Na verhoging 
van de pH en filtratie wordt een aliquot gescheiden met behulp van een 
kationem~isselaar. Het met hete zoutzuur gel:Hueerde choline wordt ver-
volgens neergeslagen met het Reineckezout (NH4[Cr(SCN)4(NH3)2 ] .H20) . Na 
oplossen van het neerslag in aceton wordt de extinktie gemeten bij een 
golflengte van 525 nm. 
85131.2 - 3 -
- 3 -
Een andere methode is extraktie me t 15% salpeterzuur (16). Deze 
extraktie wordt vergeleken met de (m)ethanol:zoutzuur methode met 
hydrolyse in bariumhydroxide . Het voordeel van de extraktie in sal-
peterzuur is een betere reproduceerbaarheld en het levert hogere cho-
linegehalten (tot+ 44%) . 
Het overwegen van deze methode is dan ook de moeite waard. 
HPLe 
Scheiding van choline kan plaatsvinden op verschillende manieren . 
Kolomchromatografie met behulp van kationenwis selaar (7,10,15,17) of 
precipitatie met behulp van het z.g. Reinecke-zout (6,12) zijn hiervan 
enkele voorbeelden. Steeds meer wordt er gebruik gemaakt van HPLe. De 
redenen hiervoor zijn, naast het gebruikersgemak, de goede specifici-
teit en r e produceerbaarheid. Een overzicht van HPLe methoden in toe-
passing op cholinebepalingen wordt gegeven in de tabellen I en II. 
De meest toegepaste methode is die van de Reversed Phase (RP), die 
vooral bij pola ire stoffen gebruikt '"ordt . Als kolomvulling 'wrden 
hoofdzake lijk els-ketens gebruikt die op een silica drager gebonden 
zijn . Ook kan scheiding verkr egen '"orden op een fenylkolom. Deze \mrdt 
toegepast bij de simultane be paling van choline en acetylcholine . 
Acetylcholine vertoont een sterke adsorbtie aan els-ketens e n heeft 
daarom een brede piekvorm, die bij het gebruik van een f enylkolom ver-
bete rt (13). Raghuveeran (4) gebruikt voor zijn bepaling een PRP-kolom 
op basis van styreen-divinyl-benzeen, waarmee choline en acetylcholine 
gescheiden worden . Hij is hiertoe overgegaan nadat op andere kolommen 
geen goede scheiding werd verkregen. Teve ns kan gebruik gemaakt worden 
van ionenwisselaars (15) . Hier i s het gebruik van een kat- en an-
ione nwis selaar noodzake lijk om choline te scheiden van soortgelijke 
verbindi ngen zoals betaine. 
Het e luens \Wrdt samengesteld uit mengsels van \•Tater met acetonitril of 
methanol . Het gebruik van buffers (voornamelijk acetaatbuffers) is 
nie t ongewoon. Gradi~nt-elutie (lS) \o~ordt '"einig toegepast, omdat na 
elk monster het systeem opnieuw gestabiliseerd dient te worden . 
De detektie van choline moet , vanwege het ontbreken van een a bsorbt ie 
spectrum, op een indirekte manier plaatsvinden . Er wordt veelvuldig 
gebruik gemaakt van een pos t-column reaktie \o~aarbij choline met behulp 
va n het enzym choline-oxidase wordt omgezet in betaine waarbij wa t er-
stofperoxide ontstaat. 
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De reaktie luidt: 
choline + H20 + 202 ------> betaine + 2H202 
enzym 
Het ontstane H202 ~.,ordt vervolgens elektrochemisch gedetekteerd bij 
een potentiaal van + 0,5 V ten opzichte van een Ag/AgCl elektrode 
(3,9,13,14). De detektiegrens van deze methode ligt in het pmol gebied 
en is daarmee zeer geschikt voor het meten van zeer lage concentraties 
in b.v. lichaamsvloeistoffen. Enkele problemen zijn het immobiliseren 
van de enzymen op een drager en het verloop van de enzymaktiviteit. 
Deze laatste maakt het gebruik van een interne standaard noodzakelijk. 
Deze problemen plus het feit dat het huidige meetbereik minimaal 500 
ppm is maakt deze methode minder geschikt . In tabel I ~wrdt een over-
zicht gegeven van de enzymatische detektie . 
Een tweede methode is ion-paar chromatografie met UV absorberende 
tegenionen (4,11). Chromatogrammen die volgens deze methode verkregen 
zijn, kunnen zowel positieve als negatieve pieken bevatten die elkaar 
kunnen beinvloeden. De ion-paar vorming is niet specifiek voor choline 
zodat meerdere stoffen waargenomen worden . Tevens zal een monster ver-
bindingen bevatten die zelf UV absorbtie hebben . Het resultaat zal een 
moeilijk interpreteerbaar chromatogram zijn, zodat veel aandacht be-
steed zal moeten worden aan extraktzuivering . In de literatuur wordt 
dit achterwege gelaten en chromatogrammen verkregen van monsters zijn 
dan ook voorzien van vele storingen. 
Een andere mogelijkheid is de verestering van choline tot een detek-
teerbare verbinding (8,18). Heer informatie over deze methoden wordt 
gegeven in tabel II. 
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Tabel I . Enzymatische/elekt rochemische detektie 
Phase I Kolom 
RP I ODS-120 T 
RP 
RP 
RP 
250 x 4 mm 
Chemcosorb 3 ~ C18 
100 x 6 mm 
Develosil PH- 5 
5 ~m 250 x 4,6 mm 
+ voorkolom 10x4 mm 
Bio- Rad Bio-Sil 
ODS SS 
* voor 150 mm 
+ voorkolom 
I Eluens 
I 0 , 01 M NaAc buffer, pH = 5 
10 mg/1 Na- octylsulfaa t 
1 mM (TMA) 
Flow: 1 ml/min 
0,01 M NaAc 
citroenzuur 
5% acetonitril 
1 , 2 mM TMA 
pH = 5 
0 , 1 mM Na- octylsulfaat 
flow : 0,8 ml/min 
0 , 01 M NaAc 
citroenzuur 
0,4 mM TMA 
pH = 5 
30 mg/1 Na, 1 octaansulfonaat 
flow: 0,8 ml/min 
0 , 01 M NaAc 
(0 , 02 M) citroenzuur 
4,5 mg/1 Na- octyl-
sulfaat 
1,2 mM TMA 
Flow: 0 , 8 ml/min 
pH = 5 
TMA = Tetramethylammoniumchloride 
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I Det. l Monster 
I s tandaard 
~ - Extraktie 
I 
I 
hers enen I 15% mie r ezuur 
in aceton 
standaard + · -
enzym uit 
hersenen 
I Ref . 
I 3 
9 
13 
I hersenen 0 , 02 M citraarl 14 
fosfaatbuffer 
pH = 3,5 
Tabel II. UV detektie 
Phase 
RP 
RP 
RP 
RP 
Kolom 
PRP- 1 
(styreen divinyl-
benzeen) 
10 ]..lm 
I J..l Bondapak C18 
Radial Pack 
I Nucleosil 5 C18 
120 x 4,6 mm 
2 x J..l Bondapak C18 
300 x 4 mm (10 J..lm) 
Aminex A5 kationen-
A27 anionen-
wisselaar 
(i . f.) = indirekte fotometer 
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Eluens 
water:acetonitril:propanol 
(90:7:3) 
4 . 1o- 4 M p .aminobenzeen-
sulfenzuur 
4 , 5- 10- 1 M K.H2P04 
1 . 1o- 4 Mcetyltrimetylammonium-
bromide 
Flow: 2 ml/min 
I butanol:methanol: HAc :water 
(8 : 4 :2 :86) 
0,15 mM 
1 phenethyl 2 picoliniumbromide 
I Gradi~nt: A B 
fosfaatbuffer 0 ,02 M 0,01 M 
dibutylamine 0,02 M 0,01 M 
Na- heptaan-
sulfenzuur 0,02 M 0,01 M 
50% acetonitril 
2:8 --> 7:3 in 30 min 
Flow: 1 ml/min 
0,1% HAc 
50% acetoni t ril 
5 mM nadodecylsul f aat 
Flow: + 2,1 ml/min 
0,1 M NH4Ac (of NaAc) 
0,03% bry 
pH = 7 
Det . Monster Extraktie Re f . 
254 nm standaard - 4 
( i.f . ) 
254 nm planten acetoni tril : 11 
(i.f . ) mi erezuur 
(0,4 M) 
85: 15 
254 nm aromaat , _ I 18 
esters van 
choline 
8 dinitro I bloedplasma I mierezuur : 
benzoyl aceton 
esters 
254 nm 
cl4 of I CHO- I chloroform: 
H3 bacteri~n methanol 
15 
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